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“Cronobacter sakazakii es un patógeno oportunista implicado en una serie de 
enfermedades transmitidas por los alimentos causando brotes de meningitis, especialmente 
en recién nacidos y lactantes, cuya tasa de mortalidad oscila del 50 al 75%.  Se ha 
demostrado una correlación epidemiológica entre C. sakazakii y las fórmulas infantiles en 
polvo. 
Numerosos estudios sugieren la capacidad de la bacteria de crecer a temperaturas 
de refrigeración. Tareas como la limpieza y el llenado de los refrigeradores, y las 
condiciones de cierre o la antigüedad, pueden contribuir a un incremento de la temperatura 
constituyendo una oportunidad para el deterioro de los alimentos y el crecimiento de C. 
sakazakii. 
El objetivo del estudio fue analizar el crecimiento de Cronobacter sakazakii en leche 
para lactantes reconstituida, a 10 y 15ºC, planificando seis tiempos de observación. 
Se utilizó una cepa de C. sakazakii CECT 858 reconstituida en TSB y contenida en 
leche para lactantes, a partir de la cual se obtuvieron las seis muestras que se incubaron a 
la temperatura de estudio, para proceder a realizar la siembra en placas rellenadas 
previamente con TSA. Se incubaron nuevamente y se procedió al recuento. 
A la temperatura de estudio de 10ºC, una densidad de población media inicial de 
2,534 UFC/ml logró desarrollarse hasta conformar 3,937 UFC/ml, con un crecimiento del 
55% respecto a la población inicial. A 15ºC y partiendo de una densidad media de población 
de 2,359 UFC/ml, se llegó a alcanzar 6,615 UFC/ml, lo que supone un aumento de 2,8 
veces la población que se tenía inicialmente. 
Cronobacter sakazakii es capaz de crecer contaminando las fórmulas infantiles que 
lo contienen, suponiendo un riesgo para aquellos que las consumen, cuando no se lleva a 
cabo una correcta preparación ni se mantiene un riguroso control de la temperatura del 
refrigerador en el que se conserva el preparado.” 
 
PALABRAS CLAVE: Cronobacter sakazakii, Fórmula infantil, Lactante, Leche maternizada, 
Meningitis neonatal 
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1. INTRODUCCIÓN:  
Descripción Cronobacter sakazakii: 
Cronobacter sakazakii, designada de tal forma desde el año 2007, es una bacteria 
perteneciente al género Cronobacter, de la familia de las Enterobacteriaceae.  Anteriormente 
era denominada “Enterobacter cloacae amarillo-pigmentada” debido a la similitud que 
compartía con ésta, resaltando su pigmentación amarilla como única diferencia visible, y 
pasando a ser tratada como especie única a partir de 1980. 
La bacteria se caracteriza por ser un bacilo gram-negativo no formador de esporas, 
que ha sido hallada en el intestino humano y animal y en el medio ambiente.   
Así mismo, se le considera un patógeno oportunista por su propiedad de producción 
de  endotoxinas, habiendo estado implicado en una serie de enfermedades transmitidas por 
los alimentos, causando brotes de meningitis,  enteritis, sepsis y enterocolitis necrotizante, 








Presencia de C. sakazakii en las fórmulas de leche en polvo para lactantes: 
Hasta ahora, C. sakazakii ha sido hallado en una amplia gama de alimentos, 
incluyendo queso, carne, verduras, hierbas y especias, y leche UHT, pero la mayor parte de 
la investigación y los estudios científicos se han centrado en la presencia del organismo en 
las fórmulas en polvo para lactantes, puesto que aunque se ha detectado en diversos tipos 
de alimentos, sólo las fórmulas en polvo para lactantes han sido relacionadas con brotes de 
la enfermedad1. 
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Resulta muy importante señalar y divulgar que los preparados en polvo para 
lactantes no son productos estériles y en ocasiones pueden contener patógenos, a pesar de 
cumplir la normativa actual. 
C. sakazakii es una bacteria capaz de sobrevivir y crecer a temperaturas extremas, 
tanto que Skladal et al. identificaron a dicho organismo como una de las principales 
bacterias contaminantes en los cartones de leche UHT, lo que implica la capacidad de éste 
de  sobrevivir a temperaturas de pasteurización2. 
Muytjens et al. estudiaron 141 sustitutos de leche materna en polvo comercializados 
en 35 países con el objetivo de determinar la presencia de enterobacterias. Tras el análisis, 
hallaron miembros de esta familia bacteriana en el 52,2% de las muestras analizadas. La 
tercera especie bacteriana más frecuentemente hallada fue C. sakazakii, aislado en 20 de 
las 141 muestras, es decir, en muestras procedentes de 13 de los 35 países, con unos 
niveles de contaminación que oscilaron entre 0,36 y 66,0 UFC por cada 100 gramos3. 
En 1990, Clark et al.4 fueron los primeros en demostrar  una correlación 
epidemiológica clara entre C. sakazakii  y las fórmulas infantiles en polvo, lo que constituye 
un hito en materia de salud pública ligado a las enfermedades transmitidas por los 
alimentos.  
Se ha considerado que incluso niveles bajos de contaminación por  C. sakazakii 
en los preparados en polvo para lactantes constituyen un factor de riesgo debido al potencial 
de multiplicación durante la preparación y la conservación del producto antes de ser 
consumido5. 
 
Manifestaciones clínicas de la infección causada por C. sakazakii: 
Es especialmente relevante destacar la relación entre C. sakazakii y la meningitis en 
el lactante, puesto que este organismo ha sido implicado como el agente causal de una 
forma grave de meningitis neonatal que desemboca en ventriculitis, absceso cerebral e  
hidrocefalia, cuya tasa de mortalidad oscila del 50 al 75%6. 
Por ello y por la distribución por edades de los casos notificados, se puede deducir 
un riesgo particular asociado a los lactantes, sobre todo a aquellos recién nacidos con una 
edad menor o igual a 28 días, a los prematuros, a los inmunodeprimidos, y a aquellos con 
un bajo peso al nacer5. 
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Existen numerosas referencias científicas en la literatura que estudian y abordan el 
papel de C. sakazakii en diferentes brotes graves, y en ocasiones letales, de meningitis 
neonatal. 
Fueron Urmenyi y Franklin7 en 1961, los que informaron acerca de los dos primeros 
casos conocidos de meningitis en recién nacidos causadas por infección de C. sakazakii. 
Lucas y Cole descubrieron que la enterocolitis necrotizante es 10 veces más común 
en los bebés alimentados con fórmula que en los alimentados sólo con leche materna8. 
 
Condiciones de refrigeración y crecimiento de C. sakazakii: 
Numerosos estudios sugieren la capacidad de la bacteria de crecer a temperaturas 
de refrigeración; hecho al que hay que sumarle la existencia de una serie de actividades que 
implican una elevación en las temperaturas de funcionamiento de los refrigeradores.  
La temperatura óptima de funcionamiento de los frigoríficos localizados en los 
hogares se sitúa entre los 0ºC y 5ºC. El mantenimiento de esta temperatura óptima dentro 
de los refrigeradores es importante para minimizar el crecimiento bacteriano, responsable, 
en muchas ocasiones, del deterioro de los alimentos así como de intoxicaciones 
alimentarias. 
 Ciertas tareas como la limpieza y el llenado de los refrigeradores con productos o 
restos de alimentos, y otras características como las condiciones de cierre o los años de 
antigüedad, pueden contribuir a una elevación de la temperatura de los refrigeradores. Esto, 
ligado a las temperaturas de funcionamiento inexactas e irregulares de gran parte de los 
frigoríficos domésticos, activa una alarma silenciosa en lo que a materia de salud pública se 
refiere.  
En 2009, la Autoridad de alimentos de Nueva Gales del Sur (NSW Food Authority)9, 
registró las temperaturas de 57 refrigeradores domésticos a lo largo de dos días. Para ello 
se colocó un controlador de la temperatura y se registró la temperatura del aire cada diez 
minutos. 
Algunos frigoríficos tuvieron que trabajar muy duro para mantener las temperaturas 
adecuadas, y otros tuvieron grandes picos de temperatura y tardaron mucho tiempo en 
volver a la temperatura adecuada, o incluso nunca llegaron a enfriarse lo suficiente.  
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Trece refrigeradores (22,8%) alcanzaron  una temperatura media superior a 5,0ºC. 
Cinco (8,8%) de ellos tuvieron una temperatura media superior a 6,0ºC. 
De aquellos frigoríficos con una antigüedad comprendida entre los cinco y diez años, 
doce superaron los 5,0ºC (75%), y dos sobrepasaron los 10,0ºC (12,5ºC). Entre aquellos de 
más de diez años, fueron diez los que alcanzaron una temperatura superior a 5,0ºC (62,5%), 
y tres los que superaron los 10,0ºC (18,75%). 
Como consecuencia de la rápida elevación de la temperatura, se necesitó un tiempo 
mayor para lograr alcanzar de nuevo una temperatura de trabajo óptima. Y es que al superar 
los 10,0ºC y los 20,0ºC, se necesitan dos horas y media y tres horas, respectivamente, para 
lograr temperaturas inferiores a 5,0ºC. 
Otra característica muy influyente en la temperatura de trabajo de los refrigeradores, 
son los cierres de éstos y sus condiciones. De los diez refrigeradores estudiados con cierres 
malos o regulares, cinco de ellos superaron los 5,0ºC (50%), uno superó los 10,0ºC (10%), y 
dos superaron los 20,0ºC (20%), lo que sugiere la existencia de una relación entre el 
incremento de la temperatura y las malas condiciones de sellado del refrigerador (Figura 2). 
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Como se ha citado anteriormente determinadas actividades que cursan con el 
mantenimiento de la puerta del refrigerador abierta de manera prolongada, como ocurre 
durante la preparación de las comidas, la limpieza y la carga o llenado de la nevera, 
constituyen una amenaza en lo que a elevación de la temperatura se refiere, pudiendo 
causar temperaturas por encima de los niveles de seguridad durante largos períodos de 
tiempo.  
Al llevar a cabo la limpieza de frigoríficos que funcionan a una temperatura óptima, 
se produce una elevación de la temperatura de más de 15,0ºC en treinta minutos, 
alcanzando cifras de más de 20,0ºC. Esto supone una tardanza de más de tres horas en 
volver a recuperar los 5,0ºC. Cuando se procede a la carga del refrigerador con alimentos, la 
temperatura sufre un aumento hasta los 9,5ºC en un período de 30 minutos, que requerirá al 
menos siete horas para funcionar de nuevo a una temperatura óptima (< 5,0ºC) (Figura 3). 
 
 
La preparación de las comidas, así como la conservación de los restos o sobras, 
también suponen un momento crítico en el registro de temperatura, que puede llegar a 
aumentar más de 10,0ºC. 
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En otro estudio realizado por Van Garde y Woodburn10, encontraron que las 
temperaturas de los refrigeradores en el 21% de los hogares estudiados fueron iguales o 
superiores a 10,0ºC, temperaturas que permitirían crecer a C. sakazakii. 
Este pobre control de la temperatura puede dar lugar a que los alimentos 
conservados aumenten su temperatura a cifras superiores a los 5,0ºC durante varias horas, 
lo que proporciona una ventana de oportunidad para el deterioro de los alimentos y el 
crecimiento de bacterias patógenas como C. sakazakii. 
 
2. OBJETIVOS:  
 
El objetivo de este estudio es analizar y describir el crecimiento de la bacteria 
Cronobacter sakazakii inmersa en leche para lactantes reconstituida, a las temperatura de 




3. MATERIAL Y MÉTODOS:  
 
Vamos a estudiar el comportamiento de la bacteria Cronobacter sakazakii a dos 
temperaturas diferentes (10 y 15ºC), observando su crecimiento en 6 tiempos distintos. Para 
ello vamos a partir de una concentración de 102 UFC/ml que nos permita visualizar 




Se planificó un período de 5 días para estudiar cada una de las dos temperaturas, 
con un período ideal estimado de 10 días.  
Se establecieron los siguientes tiempos de estudio: 0 horas, 3 horas, 24 horas, 27 
horas, 48 horas y 51 horas. 





 Para la realización del estudio experimental se necesitaron los siguientes materiales 
e instrumentos: 
 
- Olla a presión para la esterilización de los medios de cultivo, la leche, y los 
materiales de laboratorio  
- Campana de flujo laminar para realizar el experimento en condiciones de 
esterilización completa 
- Agitador vórtex, con placas calefactoras para la reconstitución del TSA 
- Mechero Bunsen, para realizar el llenado de las placas de petri de forma estéril 
- Incubador que permita mantener las muestras a la temperatura de estudio 
- Estufa de secado, para secar y esterilizar el material de vidrio y metal empleado 
- Estufa para mantener las placas y los cultivos a 37ºC 
- Baño María, para reducir la temperatura del TSA y proceder a realizar al llenado 
de las placas 
- Cultivo de Cronobacter sakazakii CECT 858 (población 109 UFC/ml)  
- Medio de cultivo TSB (Caldo de Soja Tripticaseína) 
- Medio de cultivo TSA (Agar de Soja Tripticaseína)  
- Leche infantil (Nestlé Nativa 1 Proexcel) 
- Agua destilada 
- Placas de Petri 
 
 
Además de estos instrumentos, se necesitaron materiales de laboratorio como 
pipetas, rack de puntas, gradillas para tubos, marcador, guantes, botellas de vidrio, 
probetas, tubos de rosca y eppendorf. 
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Cepas y medios de cultivo utilizados:  
 
Para llevar a cabo el estudio se ha utilizado una cepa de Cronobacter sakazakii 
CECT 858 obtenida de la Colección Española de Cultivos Tipo, reconstituida previamente en 
un medio de cultivo TSB.  
El experimento se va a realizar por triplicado con el objetivo de poder minimizar u 
obviar los resultados que puedan ser debidos al azar. 
Partiendo del cultivo inicial, se obtuvieron tres cultivos idénticos para lo cual se 
inocularon alícuotas de 1 ml del cultivo en un preparado de 9 ml de TSB, siendo 
posteriormente incubado a 37ºC durante 18-24 horas.  
Así  mismo, se empleó el medio TSA para rellenar las placas de Petri en las que se 
realizó la siembra de la bacteria. 
 
 
Obtención de las muestras objeto de estudio: 
Pasado el tiempo de incubación se recuperan los tres cultivos iniciales y se llevaron a 
cabo diluciones seriadas como indica la Figura 4, con el fin de obtener una población de C. 
sakazakii  de 102 UFC/ml sobre la cual se pueda observar el crecimiento. 
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Dicha población estará contenida en 100 ml de leche para lactantes (Nestlé Nativa 1 
ProExcel), reconstituida en agua destilada según las indicaciones del fabricante para niños 
recién nacidos entre 1 y 2 semanas. 
A partir de ese preparado, alícuotas de 1 ml del cultivo de población 102 UFC/ml 
fueron inoculados en seis tubos eppendorf, destinando cada uno de ellos a uno de los seis 
tiempos en los que se va a observar el crecimiento del cultivo utilizado.  
 
 
Incubación a diferentes temperaturas: 
Cada uno de los seis tubos eppendorf se introdujeron en un incubador a la 
temperatura de 10ºC (primer período de estudio) y 15ºC (segundo período de estudio) 
durante un máximo de 51 horas, en función del tiempo perteneciente a cada tubo. 
 
 
Realización del muestreo: 
Se observó el crecimiento de la bacteria en seis tiempos diferentes, partiendo del 
tiempo inicial de 0 horas, y continuando progresivamente hasta el cultivo a tiempo final de 51 
horas. 
Para realizar cada muestreo se prepararon siete tubos eppendorf con 900 µl de TSB 
cada uno.  Seguidamente se llevaron a cabo siete diluciones a partir del cultivo inicial que 
corresponda al  tiempo que se va a estudiar.  
 Una vez que se obtuvieron las siete diluciones del tiempo correspondiente, se 
procedió a realizar la siembra en las placas de Petri, previamente rellenadas con el medio 





Siembra en placas: 
Habiendo delimitado la superficie de la placa en ocho secciones se dispuso a realizar 
las siembras de los tubos preparados y del cultivo de origen a partir del cual se llevaron a 
cabo las siete diluciones.  
 
 13 | P á g i n a  
 
Para ello se agregan 10 µl de cada uno de los ocho tubos eppendorf a la sección de 
la placa que corresponda. 
Una vez se llevan a cabo las siembras de las placas por triplicado, se introducen en 
la estufa a 37ºC durante 24 horas, para después proceder al recuento. 




Cálculos y análisis estadístico: 
Pasado el tiempo anteriormente especificado, se realizó el contaje de las placas, 
obteniendo resultados de UFC por cada 10 µl adicionados en las placas.  
Para realizar los cálculos se empleó el programa Excel. 
 
 
4. RESULTADOS:  
 
A partir del recuento realizado sobre las placas se calculó la densidad de población 
de cada muestra y se obtuvo la media de cada cultivo, especificando la desviación estándar 
para cada caso.  
Los datos que se recogieron aparecen reflejados en la Gráfica 1 y la Gráfica 2, donde 
quedan señalados los seis tiempos en los que se observó el crecimiento de la bacteria y la 
medida de crecimiento de la misma.  
A la temperatura de estudio de 10ºC, una densidad de población media inicial de 
2,534 UFC/ml logró desarrollarse hasta conformar 3,937 UFC/ml, con un crecimiento del 
55% respecto a la población inicial (Gráfica 1). 
Por otro lado, a la temperatura de estudio de 15ºC y partiendo de una densidad 
media de población de 2,359 UFC/ml, se llegó a alcanzar 6,615 UFC/ml, lo que supone un 
aumento de 2,8 veces la población que se tenía inicialmente (Gráfica 2). 
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La desviación estándar calculada para la densidad de población media a los 
diferentes tiempos no superó en ningún caso 0,707 UFC/ml y 0,581 UFC/ml, a la 
temperatura de 10 y 15ºC, respectivamente. 
En ambas gráficas se puede observar un crecimiento exponencial a medida que 
aumenta el número de horas transcurridas, variando el grado de crecimiento en función de 
la temperatura de estudio a la que fue sometida la bacteria.  
Las diferencias generadas por la aplicación de una temperatura u otra se pueden 
observar en la Gráfica 3, donde se presenta la correlación entre la densidad de población 
(UFC/ml) y las horas transcurridas desde la incubación hasta el momento en el que se 
realizó el contaje. Como podemos ver, todos los puntos mantienen un buen ajuste a la recta 
de regresión estimada [R2 = 0,896 (10ºC); R2 = 0,979 (15ºC)]. 
Las dos series de datos representadas son diferentes (p = 0,0957), y ambas explican 
el efecto de aplicar la temperatura de estudio correspondiente sobre el crecimiento de C. 
sakazakii.  
Nuevamente se ve cómo existe una tendencia lineal creciente (r = 0,9081) a ambas 






En la actualidad, son numerosos los trabajos que relacionan Cronobacter sakazakii y 
leche de fórmula para lactantes, así como con la meningitis neonatal en aquellos que la 
consumen. Sin embargo, el crecimiento de la bacteria a temperaturas inferiores a los 20ºC 
es un aspecto importante poco estudiado y desarrollado aún. 
Los resultados del presente estudio demuestran que Cronobacter sakazakii es capaz 
de crecer incluso a las bajas temperaturas de 10 y 15ºC, aun partiendo de una densidad de 
población inicial pequeña (Gráfica 1 y Gráfica 2). 
Tanto si se somete a la bacteria a 10ºC como si se hace a 15ºC, la recta de 
crecimiento estimada presenta una relación lineal creciente, lo que implica que cuanto  
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mayor sea el tiempo que la bacteria permanece a dicha temperatura, mayor capacidad 
tendrá para crecer y mayor densidad de población se observará en el producto estudiado. 
 




 La diferencia de efecto de someter a la bacteria a 10 o 15ºC de temperatura radica 
en una mayor pendiente de la recta de crecimiento estimada, lo que se traduce en un mayor 
crecimiento de la bacteria cuando es mantenida a 15ºC (Gráfica 3). 
 Y es que aunque Cronobacter sakazakii es capaz de desarrollarse a 10ºC, el 
crecimiento que se observa a esta temperatura no es tan intenso como ocurre cuando se le 
mantiene a 15ºC.  
Con estos resultados se puede deducir que Cronobacter sakazakii no se mantiene 
inactiva a estas temperaturas, si no que ya es capaz de crecer a la temperatura de 10ºC, 
aumentando la velocidad de crecimiento a medida que se incrementa la temperatura y el 
tiempo de mantenimiento a dicha temperatura. 
A partir de estos datos, se deduce que cuando Cronobacter sakazakii está presente 
en este tipo de fórmulas para lactantes y se le somete a una temperatura de 10 o 15ºC, la 

































































Gráfica 1. Crecimiento C. sakazakii a 10ºC  
 
Gráfica 2. Crecimiento C. sakazakii a 15ºC 
 




   
En un estudio realizado con leche de fórmula, se observó una temperatura mínima 
de crecimiento de entre 5,5ºC y 8,0ºC, lo que implica que C. sakazakii no crecería a una 
temperatura de refrigeración de 4ºC, siempre que los refrigeradores mantengan una 
temperatura de funcionamiento óptima.4 
En otro estudio realizado por A. Lehner y R. Stephan, las cepas utilizadas de C. 
sakazakii crecieron a una temperatura de entre 6 y 45ºC. Las temperaturas más bajas 
registradas que permitieron el crecimiento fueron 5,7ºC, 5,5ºC y 3,4ºC. Los resultados de 
este estudio, por tanto, y a diferencia del anterior, sugieren la posibilidad de que la bacteria 
es capaz de crecer a temperatura de refrigeración, incluso cuando los refrigeradores 
mantienen un adecuado funcionamiento.1 
Estos resultados confirman la importancia de una correcta preparación, así como de 
unas temperaturas de refrigeración adecuadas durante la conservación de la fórmula infantil 
en polvo tras la reconstitución, para asegurarse de que la bacteria no dispone de las 
características idóneas para crecer y desarrollarse. 
Las fórmulas en polvo para lactantes no son productos estériles, característica por la 
cual se debe tener muy en cuenta el riesgo potencial de contaminación que existe durante 
y = 0,027x + 2,725
R² = 0,896






































Gráfica 3. Crecimiento de Cronobacter Sakazakii a 10 y 15ºC 
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su elaboración, haciendo necesario desarrollar estrategias para reducir estos riesgos, como 
minimizar el tiempo de almacenamiento y manipulación de la fórmula infantil reconstituida. 
Por tanto, se debe educar a las personas encargadas de cuidar a los niños sobre el 
alto riesgo de utilizar estos preparados no estériles, y aconsejar el uso, siempre que sea 
posible y viable, de preparados líquidos comerciales estériles o preparados que hayan sido 
sometidos a un proceso de esterilización, usando agua hirviendo para la reconstitución del 
preparado o calentando el producto ya reconstituido. 
Además, se debe mantener un riguroso control del refrigerador y de su temperatura 
de funcionamiento, para mantenerla en el rango óptimo de 0 a 5ºC y evitar que aumente por 
encima de niveles a los que C. sakazakii es capaz de crecer y contaminar el producto. 
No sólo se debe educar y concienciar a las personas a cargo de los niños, sino 
también se debe alentar a la industria de la alimentación infantil a reducir la concentración y 
la prevalencia de  C. sakazakii tanto en el entorno de fabricación como en los preparados en 
polvo para lactantes. 
 En la presente investigación se ha desarrollado un estudio experimental de corta 
duración para conocer los aspectos básicos sobre el comportamiento de C. sakazakii a las 
temperaturas de estudio de 10 y 15ºC.  
 Sería apropiado realizar estudios de investigación sobre estas líneas, observando el 
desarrollo de la bacteria desde el momento en el que se introduce a la temperatura de 
estudio concreta y de forma continuada en el tiempo.    
No se dispone de mucha información sobre el riesgo exacto que supone la presencia 
de  Cronobacter sakazakii en las fórmulas infantiles en polvo, lo que hace explícita la 
necesidad de realizar más estudios de investigación para determinar la dosis infecciosa, los 
factores de competitividad, la evaluación exacta del riesgo, así como de la virulencia de C. 
sakazakii y el medio para reducir su concentración en los preparados lácteos en polvo para  
lactantes. 
Aunque no se conoce la prevalencia exacta de meningitis neonatal causada por C. 
sakazakii, la gravedad de la infección, la alta tasa de mortalidad, y la falta de información 
sobre las características de crecimiento de la bacteria hace necesario estudios de evidencia. 
 





Cronobacter sakazakii es capaz de crecer a las temperaturas de 10 y 15ºC, 
contaminando las fórmulas infantiles en polvo que lo contienen, lo que supone un importante 
peligro y un riesgo potencial para aquellos niños que las consumen, cuando no se lleva a 
cabo una correcta preparación y conservación, ni se mantiene un riguroso control de la 
temperatura de funcionamiento del refrigerador en el que se conserva el preparado 
previamente reconstituido.  
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